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                                               RESUMO  
O câncer de mama é o câncer mais comum entre as mulheres, excluindo-se o câncer 
de pele não melanoma. A angiotensina-(1-7) [Ang-(1-7)] tem sido associada a efeitos 
antiproliferativos e apoptóticos no câncer, com propriedades semelhantes às da 
gonadotrofina coriônica humana (hCG). Os objetivos deste trabalho são avaliar o 
papel da Ang-(1-7) e do hCG na modulação da expressão gênica de receptores 
nucleares e de correguladores na linhagem celular tumorigênica da mama SKBR3. 
Três grupos experimentais foram produzidos de acordo com o tratamento que 
receberam: controle; hCG e hCG + Ang-(1-7). As células foram tratadas durante 11 
dias e, em seguida, procedeu-se a extração do RNA total das células de cada um dos 
grupos. As amostras de RNA extraídas foram analisadas por meio de placas de PCR 
Array, contendo 84 genes relacionados a receptores nucleares e a correguladores. Os 
dados de expressão gênica obtidos foram utilizados na identificação de vias canônicas 
(MetacoreTM). O tratamento com hCG ou Ang-(1-7)+hCG marcadamente modulou a 
expressão dos genes relacionados aos receptores nucleares e aos correguladores. O 
tratamento isolado com hCG causou expressão diferencial em 17% dos genes da 
linhagem tumoral SKBR3, sendo que, destes, 29% estavam hiperexpressos e 71% 
hipoexpressos em relação ao controle. Enquanto isso, o tratamento destas células 
com Ang-(1-7)/hCG mudou a expressão de 30% destes mesmos genes. Entretanto, 
56% estavam hiperexpressos e 44% hipoexpressos. Dentre estes genes 
diferencialmente expressos, vale destacar ESR1, Nr3C1 e Nr2f1 e Nr4A1 (mais que 
três vezes). A análise por MetaCoreTM, com base na Ontologia do Gene (GO), gerou seis 
redes de interação intracelular para o tratamento com hCG e dez para o tratamento 
combinado das células SKBR3. Todas as redes geradas estão relacionadas com a 
regulação da apoptose ou com seus processos. Em resumo, os resultados demonstram 
que a modulação de hormônios sexuais e de outros genes relacionados ao fator de 
expressão nuclear pode acarretar tanto o efeito de proteção tumorigênica, quanto da 
indução da diferenciação celular causada pelos hormônios hCG e Ang-(1-7), 
especialmente em linhagens de célula mamárias pouco diferenciadas, similares às 
células-tronco tumorais. 






Breast cancer is the most common cancer among women, excluding skin cancer 
nonmelanoma. Angiotensin-(1-7) [Ang-(1 - 7)] has been correlated with cancer 
antiproliferative and apoptotic effects, similarly with properties of the human 
Chorionic Gonadotrofin (hCG) in the breast. The aims of this work are to evaluate the 
role of Ang-(1-7) and of hCG in modulating the genic expression of nuclear receptors 
and coregulators related genes in the tumorigenic breast cell line SKBR3. According 
to treatments, three experimental groups were created with SKBR3: control; hCG and 
hCG + Ang-(1 - 7). Cells were treated for 11 days and then had their total RNA 
extracted. Samples were loaded into PCR Array plates containing 84 genes relate to 
Nuclear Receptors and Coregulators pathways. Gene expression data was used to 
identify canonical pathways (MetacoreTM). hCG and hCG + Ang-(1-7) treatments 
markedly were modulated the expression of nuclear receptors and coregulators 
related genes. Isolated hCG treatment caused a 17% differential expression of genes 
of the tumor cell line SKBR3, being 29% upregulated and 71% downregulated. 
Meanwhile, hCG + Ang-(1-7) changed the expression of 30% of the genes on the plate, 
among these genes 56% were upregulated and 44% downregulated. Among these 
differentially expressed genes, we highlight ESR1, Nr3C1 e Nr2f1 e Nr4A1 (more than 
three times). Finally, MetaCore analysis based on Gene Ontology (GO) generated six 
networks for hCG and ten networks for the combined treatment. All generated 
networks are related to regulation of apoptosis or its processes. In summary, our 
results herein demonstrate that the modulation of sexual hormones and other 
nuclear factor genes expression might underlie the tumorigenic protection effect and 
the induction of cell differentiation caused by the hormones hCG and Ang-(1-7), 
especially in undifferentiated breast cancer cell lines with similar properties to 
Cancer Stem Cells. 
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1.1. CÂNCER DE MAMA 
O câncer de mama é a neoplasia maligna não cutânea mais 
comum no sexo feminino, com estimativas da American Cancer 
Society de 234.580 novos casos nos Estados Unidos e 40.030 
mortes para o ano de 2013, representando cerca de 30% dos 
cânceres diagnosticados entre as mulheres americanas, e é a 
segunda principal causa de morte por câncer em todo o mundo. 1-3 
No Brasil é a causa mais frequente de morte por câncer entre 
as mulheres.5 Se diagnosticado em estádio clínico inicial e tratado                             
oportunamente, o prognóstico é bom. 5 
As estatísticas mostram que as taxas de mortalidade por 
câncer de mama se mantêm elevadas, provavelmente porque ainda 
o diagnóstico é realizado em estádios avançados. No Brasil, a 
estimativa para o ano de 2014 é de 57.120 casos novos, que 
representa taxa de incidência de 56,09 casos por 100.000 
mulheres, e número de mortes foi de 13.345.4 
 Na população mundial, a sobrevida média após cinco anos 
do diagnóstico e tratamento é de 61%. Segundo dados da 
Organização Mundial da Saúde e do Instituto Nacional de Câncer,  
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o câncer de mama é provavelmente o mais temido pelas mulheres, 
pela sua alta frequência e, sobretudo, pelos seus efeitos 
psicológicos, que afetam a sexualidade e a percepção da própria 
imagem corporal. 1;4 
Ele é relativamente raro antes dos 35 anos de idade, mas 
acima dessa faixa etária sua incidência cresce rápida e 
progressivamente. Em mulheres com menos de 40 anos de idade, a 
incidência de câncer de mama é de 6,6%, assim como é de 2,4% 
nas mulheres com menos de 35 anos, e de 0,65% naquelas com 
idade inferior a 30 anos. 1;4;6-7 
 
1.2. SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA E CÂNCER 
O Sistema Renina Angiotensina (SRA) é um mecanismo de 
sinalização hormonal amplamente conhecido como um sistema de 
regulação da pressão sanguínea. A via clássica (Figura 1) inicia-se 
com a liberação de renina (REN) pelo rim, uma aspartil-protease 
que cliva o angiotensinogênio (AGT), que é uma proteína circulante 
de origem predominantemente hepática, produzindo a angiotensina 
I (Ang I) que é hidrolizada pela enzima conversora de angiotensina I 
(ECA) gerando a angiotensina II (Ang II); este octapeptídeo exerce 
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suas funções por meio de seus receptores específicos: receptor de 
angiotensina II tipo 1 e tipo 2 (AGTR1 e AGTR2, respectivamente). 8 
A maior parte dos efeitos fisiológicos são atribuídos à via de 
sinalização do AGTR1. Recentemente, contudo, têm sido descritas 
atividades mitogênicas e angiogênicas destes componentes do 
SRA. 9-10 Desde que a angiogênese e os processos proliferativos 
foram relacionados ao desenvolvimento, progressão e ocorrência 
de metástases do câncer, é possível acreditar na relação entre as 
diferentes vias do SRA e a carcinogênese.11 
Atualmente, inúmeros estudos correlacionam este sistema a 
diversos tipos de câncer (próstata, renal, pulmonar, mamário, 
etc),12-14 com ações no desenvolvimento e na progressão  
tumoral.15-16  
Além disto, várias pesquisas com polimorfismos genéticos têm 
demonstrado a associação de componentes do SRA ao câncer de 
mama.17-19 Outros autores mostraram evidências da ação do SRA 
no tecido mamário e o seu rompimento poderia levar à 
carcinogênese. 20 
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Figura 1. Via Clássica da Síntese de Angiotensina II. 8 
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1.3. RECEPTORES NUCLEARES 
Os receptores nucleares constituem classe de proteínas que 
se localizam no citoplasma ou no núcleo celular e que exercem a 
função de se ligar e de desencadear as ações produzidas pelos 
hormônios esteroídicos, tireoidianos, entre outros. Após a conexão 
com um agonista específico, estas proteínas ligam-se ao DNA e 
atuam como fatores de transcrição, ou seja, regulam a expressão 
de genes por terem a capacidade de reconhecer e de se ligar às 
sequências específicas presentes na região promotora de certos 
genes (Figura 2). 21-22 Sabe-se que estes receptores exercem papel 
crucial durante o desenvolvimento embrionário e também na 
homeostase dos tecidos adultos, por serem capazes de determinar 
o contexto celular, em termos dos tipos de fator de transcrição que 
estariam disponíveis ao maquinário que uma determinada célula 
apresenta num dado momento de seu ciclo de vida. 23 A distribuição 
dos receptores nucleares, dentre os seres vivos, se restringe ao 
reino Metazoa, não sendo encontrados, portanto, nos reinos 
Protozoa, Fungi e Metafita. 24 Humanos, camundongos e ratos 
possuem quarenta e oito, quarenta e nove e quarenta e nove tipos 
de receptores nucleares distintos, respectivamente. 25 
I n t r o d u ç ã o  | 7 
 
 
Figura 2. Base Estrutural para o mecanismo de ação de agonistas e 
antagonistas de receptores nucleares. Em verde, domínio de ligação ao ligante (LBD) do 
receptor de estrógeno complexado tanto com o agonista dietilestilbestrol (parte superior) ou o 
antagonista 4-hidroxitamoxifeno (parte inferior). Os ligantes são retratados por esferas 
preenchidas (branco= carbono, vermelho= oxigênio). Quando um agonista está ligado ao 
receptor nuclear, a alfa-hélice C-terminal da LDB (H12, cor azul) é posicionada de tal forma que 
a proteína coativadora (em vermelho) pode se ligar à superfície do LBD 
(http://en.wikipedia.org/wiki/Nuclear_receptor). 
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1.4. GONADOTROFINA CORIÔNICA HUMANA (hCG) 
A gonadotrofina coriônica humana (hCG) é um hormônio 
polipeptídico (Figura 3A) produzido somente pela placenta; e, a 
gonadotrofina hipofisária é sintetizada pela glândula pituitária de 
homens e de mulheres de todas as idades. 26-27 Sabe-se também 
que a hCG pertence tanto à família dos hormônios glicoproteicos, 
quanto à dos fatores de crescimento com “knot” de cisteína.26 A 
molécula biologicamente ativa deste hormônio é composta por 244 
aminoácidos, com massa molecular de 36,7 kDa, e possui duas 
subunidades ligadas não covalentemente, conhecidas como hCG-α 
e hCG-β, que são codificadas por vários genes. 26 Além disto, a 
subunidade alfa desta glicoproteína é idêntica a de outros 
hormônios produzidos pela neurohipófise, como, por exemplo, o 
hormônio luteinizante (LH), o hormônio folículo-estimulante (FSH) e 
o hormônio tireoideo-estimulante (TSH). Em contrapartida, sua 
cadeia beta lhe confere a singularidade, e esta possui 145 resíduos 
de aminoácidos codificados por seis genes altamente homólogos 
localizados no cromossomo 19 (19q13.3). 26-29 
Os níveis séricos de hCG sofrem aumento exponencial 
durante o primeiro trimestre de gravidez, o que é seguido por 
declínio rápido, no qual se mantém depois deste período inicial. 26 
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Além de seus efeitos na manutenção da gravidez, este hormônio 
também atua na diferenciação do epitélio glandular da mama. Neste 
tecido, é capaz de inibir a proliferação celular, aumentar a apoptose 
e a capacidade de reparação do DNA, bem como diminuir a 
predisposição do DNA das células da glândula mamária a se 
ligarem à carcinógenos. 30 
As ações desencadeadas pela hCG são mediadas por um 
receptor acoplado à proteína-G (Figura 3B), o receptor do 
Hormônio Luteinizante/Gonadotrofina Coriônica (LHCGR), e recebe 
este nome pois também possui afinidade pelo hCG. 28;31 O LHCGR 
pode ser encontrado em células epiteliais normais da mama e em 
certas linhagens celulares mamárias, mas não no câncer da mama, 
apesar de haver certa controvérsia acerca deste aspecto.32            
Esta constatação é crítica, uma vez que tem sido proposta a 
hipótese de que o hCG poderia ser útil na prevenção e/ou no 
tratamento do carcinoma da mama.33-36 Na prática clínica, pela sua 
semelhança estrutural com o LH, a hCG pode também ser utilizada 
na indução da ovulação, bem como na produção de testosterona 
nos testículos. 35 
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Figura 3. A: Estrutura tridimensional da molécula de hCG;                       
B: LHCGR e suas sete alças transmembrânicas, evidenciando o 
grande domínio extracelular .37 
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O grande domínio extracelular deste receptor parece ser 
responsável pelo reconhecimento e pela elevada afinidade de 
ligação por seus agonistas, ou seja, a hCG liga-se com elevada 
afinidade com o domínio extracelular do receptor de LH/hCG 
acarretando ativação da adenilato ciclase e subsequente aumento  
nos níveis de AMPc, presumivelmente pela ligação com as 
proteínas G. 33;38 A interação da gonadotrofina coriônica humana 
com o receptor LHCG no ovário faz com que ocorra a manutenção 
do corpo lúteo durante o início da gestação, levando à produção da 
progesterona. Esta promove aumento no calibre dos vasos 
sanguíneos e dos capilares do endométrio, favorecendo assim a 
sustentação do crescimento fetal.35 
Pela sua carga altamente negativa, a hCG pode repelir as 
células do sistema imunológico da mãe, protegendo o feto durante o 
primeiro trimestre. Sendo assim, foi levantada a hipótese de que a 
hCG poderia ser um fator placentário para o desenvolvimento de 
imunotolerância materna local, pois células do endométrio tratadas 
com hCG induzem aumento da apoptose dos linfócitos-T. Estes 
resultados sugerem que a hCG seria um elo para o 
desenvolvimento de tolerância imunológica peritrofoblástica, e, 
portanto, facilitaria a invasão trofoblástica no tecido mesometrial. 30 
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Já foi sugerido também que os níveis de hCG estão associados à 
intensidade dos enjoos que a mulher frequentemente apresenta 
durante a gravidez.28 
Russo & Russo (1987), propuseram que a diferenciação da 
mama induzida por hormônios durante a gravidez é caracterizada 
por profundas mudanças morfológicas, que, embora transitórias, 
limitam a população de células sensíveis à carcinogênese 
presentes em uma glândula mamária imatura.39 Além disto, estes 
autores demonstraram que a gravidez a termo induz, nas células 
epiteliais da mama, assinatura genômica permanente, caracterizada 
por alterações na expressão de genes relacionados com os 
processos básicos, tais como a vigilância imunológica, a reparação 
do DNA, a proliferação celular e sua diferenciação, além da 
regulação do metabolismo.40 Outros trabalhos sugerem que a hCG 
poderia desempenhar papel importante neste processo de 
diferenciação, uma vez que, em roedores, gravidez ou tratamento 
de curto prazo com hCG recombinante induziu assinatura genômica 
muito semelhante. 40 Além disso, o tratamento com hCG, antes ou 
após a administração de um carcinógeno químico resultou numa 
diminuição significativa da incidência de carcinoma da mama 
quando comparado aos controles, acarretando proteção semelhante 
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A angiotensina-(1-7) [Ang-(1-7)] é um heptapeptídeo 
biologicamente ativo do SRA que se opõe à maioria dos efeitos da 
Ang II, logo atua como um potente hormônio anti-hipertensivo e 
vasodilatador, e leva a ações antiproliferativas e apoptóticas. 42-46 
O Ang-(1-7) libera óxido nítrico e prostaglandinas, causa 
vasodilatação, inibe a proliferação celular e a trombogênese e 
atenua o efeito vasoconstritor da Ang II. 47-50 
O efeito vasodilatador do Ang-(1-7) foi verificado em aortas de 
rato, artérias coronárias de suínos e caninos e artérias 
mesentéricas de felinos. Em modelo experimental murino foi 
demonstrado que o heptapeptídeo inibe a angiogênese.  51-55 
A formação da Ang-(1-7) a partir da Ang I requer a ação de 
três endopeptidases teciduais: prolil-endopeptidase, endopeptidase 
neutra, e oligo-endopeptidase. A Ang-(1-7) também pode ser 
sintetizada a partir da AngII pela a ação da enzima conversora de 
angiotensina II (ECA2) ou a partir da angiotensina-(1-9) (Figura 4). 
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A Ang-(1-7) pode ser hidrolisada pela ECA, sendo convertida em 
angiotensina-(1-5) e angiotensina-(3-7). 56-61 
O sítio de ação do receptor do Ang-(1-7) é controverso. No 
entanto, um trabalho recente sugere que o peptídeo é um ligante 
endógeno para o receptor acoplado à proteína G Mas. Foi 
demonstrado que este heptapeptídeo também interage com o 
receptor AT1 e, que algumas de suas ações podem ser inibidas por 
antagonistas do receptor AT2, sugerindo a possibilidade de 
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Figura 4.  Vias de transformação do angiotensinogênio em 
angiotensina-(1-7) e outros metabólitos. Amp, aminopeptidades; D-
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1.6 ANGIOTENSINA-(1-7) E EFEITOS ANTIPROLIFERATIVOS 
 
A Ang-(1-7) atua como um agente antiproliferativo, inibindo o 
crescimento de células do músculo liso vascular. 65-69 
Em 2003, Tallant et al. verificaram diminuição da síntese 
protéica em miócitos, assim como da produção de DNA e proteínas 
em fibroblastos cardíacos após tratamento com Ang-(1-7), 
indicando que o heptapeptídeo é capaz de reduzir a hipertrofia de 
cardiomiócitos e hiperplasia em fibroblastos cardíacos. 70 
Trabalhos recentes evidenciaram que a Ang-(1-7) pode inibir a 
proliferação de células neoplásicas de pulmão, sugerindo que este 
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1.7 LINHAGEM CELULAR MAMÁRIA TUMORAL SKBR3   
A linhagem celular SKBR3 (Figura 5; Anexo 1) foi obtida 
pelos pesquisadores Trempe & Old no memorial Sloan-Kettering 
Cancer Center, em 1970, a partir de células metastáticas de 
adenocarcinoma de mama obtidas no derrame pleural de paciente 
do sexo feminino, de 43 anos, caucasiana. São células epiteliais de 
adenocarcinoma mamário que ao serem cultivadas in vitro aderem 
ao substrato da placa ou da garrafa de cultivo.72 
Esta linhagem celular humana tem uma composição 
cromossômica muito complexa. É hipertriploide (3n+1), com número 
modal de cromossomos igual a 84, que ocorre em 34% das células. 
Também se sugere a existência de células com 80 cromossomos 
em uma taxa elevada (28%) e as com ploidias maiores aparecem 
em 7,3%. Trinta e cinco a 40% dos cromossomos de uma célula 
com um número de cromossomo modal de 84 são de marcadores 
cromossomais estruturalmente alterados. 72 
A inoculação de células SKBR3 em camundongo nude induz o 
crescimento de adenocarcinoma pobremente diferenciado. Além 
disto, estas células possuem ação tumorigênica. A linhagem SKBR3 
hiperexpressa as proteínas do produto dos genes HER2. 72 
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Figura 5. Linhagem Celular SKBR3 (ATCC® HTB-30™) em cultura. 
A, linhagem epitelial mamária SKBR3 em cultura (alta densidade). Em B, 
controle negativo sem anticorpo primário, e em C, análise de 
imunofluorescência de HER-2 (verde), mostrando a coloração na membrana 
das células SKBR3 (http://www.pierce-antibodies.com/HER-2-antibody-clone-
N24-Monoclonal--MA513003.html). 
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1.8 A LINHAGEM SKBR3 E CÉLULAS-TRONCO ADULTAS 
As células SKBR3 expressam altos níveis de aldeído 
desidrogenase (ALDH) e por isso são consideradas células-tronco 
mamárias adultas. 73 
A análise e separação de células-tronco em linhagens e em 
culturas de tecidos mamários foram vislumbradas a partir de 2010, 
quando Charafe-Jauffret et al mostraram a importância do estudo 
da alta atividade e expressão de ADLH em população tronco                   
de linhagens mamárias de câncer de mama inflamatório, que se 
mostraram altamente invasivos e metastáticos, em animais de 
experimentação. 74 
Desde a publicação deste último trabalho, outros autores 
também conseguiram identificar e separar células tronco mamárias 
por meio deste método. 75-77 
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2.1. OBJETIVO GERAL 
 
Avaliar os genes diferencialmente expressos na linhagem celular  
de câncer mamário SKBR3 após tratamento com hCG e com                       
hCG + Ang-(1-7). 
 
 
2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
Avaliar em linhagem celular SKBR3 após tratamento com hCG e 
com hCG + Ang-(1-7), a expressão de genes relacionados a: 
1) Receptores Nucleares 
2) Fatores de Transcrição e outros Reguladores 
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3 MATERIAIS & MÉTODOS 
 
O projeto de estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em 
Pesquisa da Universidade Federal de São Paulo / Hospital São 
Paulo sob o número 0005/2012 (Anexo 2). 
 
3.1 CULTIVO CELULAR 
As células de carcinoma mamário (SKBR3) foram cultivadas 
em meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s médium) ou RPMI 
suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) inativado e 1% 
de antibiótico (penicilina + estreptomicina).  A esterilização do meio 
foi feita pelo método de filtração à vácuo com filtro Millipore em 
capela de fluxo laminar. As células foram cultivadas em garrafas de 
75cm3 ou em placas (dependendo do procedimento) e mantidas em 
estufa a 37°C em uma atmosfera umidificada de 95% de O2 e 5% 
de CO2. O meio foi trocado sempre que o crescimento celular 
atingia confluência necessária para a renovação de nutrientes. 
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3.2 Tratamentos com Angiotensina-(1-7) [Ang-(1-7)] ou 
Gonadotrofina coriônica humana (hCG) em ensaio molecular e 
bioquímicos 
As células SKBR3 foram tratadas diariamente durante 11 dias 
(segundo Noronha et al., 2011) com meio de cultura DMEN 
suplementado com soro fetal bovino sem (controle) ou com os 
peptídeos (tratamentos) obedecendo aos seguintes grupos: (1) 
Controle (sem tratamento); (2) hCG (20µM) e (3) Ang-(1-7) (10-6 
M)+hCG (20µM). 78 
A Figura 6 mostra a sequência de passos do cultivo de 
SKBR3 até a obtenção dos resultados de expressão gênica. 
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Figura 6. Desenho do Estudo: do tratamento das células-tronco 
mamárias SKBR3 até a análise dos dados. 
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3.3 Ensaio de ALDEFLUOR para separação de populações de 
ALDH-positivo (células-tronco mamária adulta) na linhagem 
celular SKBR3 
A atividade de ALDH foi avaliada na linhagem mamária humana 
SKBR3 (Anexo 3). O kit ALDEFLUOR (Tecnologias StemCell, 
Durham, NC,EU) foi usado para isolar a população de células com 
alta atividade enzimática ALDH empregando-se um 
FACStarPLUS (Becton Dickinson). As células foram incubadas em 
tampão de ensaio ALDEFLUOR contendo o substrato ALDH (BAAA, 
1 μmol/l por 1×106 células). Em cada experimento uma amostra foi 
corada em condições idênticas com 50mmol/L de 
diethylaminobenzaldehyde (DEAB), um inibidor de ALDH específico, 
como controle negativo. Os portões de triagem (sorting gates) foram 
estabelecidos utilizando-se o marcador para viabilidade celular 
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3.4. ENSAIOS MOLECULARES 
3.4.1.  Extração de RNA de linhagens celulares 
As células foram homogeneizadas em reagente Trizol 
(Invitrogen). Após a dissociação completa dos complexos 
de nucleoproteínas, a separação de fases foi alcançada com 
clorofórmio e centrifugação. O precipitado e RNAs presente na fase 
aquosa foi lavado com etanol 75%. O RNA foi secado e dissolvido   
em água livre de RNase. O RNA total foi purificado com                  
RNeasy Mini kit (Qiagen) e submetido à  tratamento com DNAse A. 
A quantidade e a qualidade do RNA extraído foi avaliado por 
espectrofotometria utilizando-se Nanodrop (Nanodrop Technologies 
Inc., Rockland,DE) e eletroforese capilar por meio de Bioanalyser 
2100 (Agilent Technologies Inc., Palo Alto, CA). 
 
3.4.2. Real time PCR array (SA Bioscience) 
Foram escolhidos, para os estudos iniciais de expressão 
gênica diferencial, as seguintes vias:  Human Nuclear Receptors 
and Coregulators RT² Profiler™ PCR Array (PAHS-056; SA 
Biosciences). 
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3.4.3. Arranjo de PCR de genes relacionados aos 
correguladores e receptores nucleares 
 Os genes aqui estudados compõem um painel que pode ser 
dividido de acordo com a função celular em que ele atua mais 
frequentemente. Alguns destes genes são alocados em mais de 
uma subcategoria amiúde. 
 
Famílias de Receptores nucleares avaliadas com os: 
Receptores de andrógenos e moléculas associadas: Ar, Med1, 
Med12, Med13, Med14, Med16, Med17, Med24, Med4, Nr1i3; 
Receptores de estrógenos e moléculas associadas: Esr1, Esr2, 
Ncoa6, Ppargc1b; 
Receptores de glicocorticóides e moléculas associadas: Ncoa6, 
Nr3c1; 
Receptores do ácido retinóico e moléculas associadas: Hmga1, 
Ncoa6, Rara, Rarb, Rarg, Rxra, Rxrb, Rxrg; 
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Receptores de hormônios tireoideos e moléculas associadas: Brd8, 
Med1, Med12, Med13, Med14, Med16, Med24, Med4, Ncoa3, 
Ncoa4, Ncoa6, Nr1d1, Nr1h3, Nr1i3, Nr2f6, Thra, Thrb; 
Receptores da vitamina D e moléculas associadas: Med1, Med12, 
Med13, Med14, Med16, Med17, Med24, Vdr; 
Receptores de hormônios esteróides: Esrra, Esrrb, Esrrg, Hnf4a, 
Nr0b1, Nr0b2, Nr1d1, Nr1d2, Nr1h2, Nr1h3, Nr1h4, Nr1i2, Nr2c1, 
Nr2c2, Nr2e3, Nr2f1, Nr2f2, Nr2f6, Nr3c2, Nr4a1, Nr5a1, Nr6a1, 
Ppara, Ppard, Pparg, Rara, Rarb, Rarg, Rora, Rxra, Rxrb, Rxrg, 
Thra, Thrb, Vdr; 
Outros receptores nucleares: Ahr, Trip4; 
Fatores de transcrição e reguladores 
Coativadores da transcrição de receptores nucleares ligante-
depedente: :Hmga1, Med1, Med12, Med13, Med14, Med16, Med17, 
Med24, Med4, Ncoa6, Ppargc1a, Ppargc1b; 
Reguladores positivos da transcrição: Arnt, Brd8, Crebbp, Esr2, 
Kat5, Ncoa1, Ncoa2, Ncoa3, Ncoa4, Nfkb2, Nr1h3, Nr1i2, Nr1i3, 
Nr2c2, Nr2f1, Nr5a1, Nrip1, Psmc3, Rara, Rxra, Rxrb, Trip4; 
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Reguladores negativos da transcrição: Cops2, Hdac4, Hdac5, 
Hdac6, Hdac7, Ncor1, Ncor2, Nr0b2, Nr1d1, Nr2f2, Psmc3, Psmc5, 
Thra, Thrb; 
Outros fatores de transcrição e reguladores: Ahr, Ar, Esr1, Esrra, 
Esrrb, Esrrg, Hdac1, Hdac2, Hdac3, Hnf4a, Itgb3bp, Mta1, Notch2, 
Nr0b1, Nr1d1, Nr1h2, Nr1h4, Nr2c1, Nr2e3, Nr2f6, Nr3c1, Nr3c2, 
Nr4a1, Kat2b, Ppara, Ppard, Pparg, Rarb, Rarg, Rbpj, Rora, Rxrg, 
Vdr; 
 
Remodelagem da cromatina 
Acetilação de histonas: Kat5, Ncoa1, Ncoa3, Kat2b; 
Deacetilação de histonas: Hdac1, Hdac2, Hdac3, Hdac4, Hdac5, 
Hdac6, Hdac7; 
Outras moléculas remodeladoras da cromatina: Esr1, Hmga1, 
Ncoa6, Ppargc1b; 
Outros reguladores de receptores nucleares: Ddx5, Nono, Tgs1. 
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3.4.4.  Real Time RT-qPCR 
Um ensaio comercialmente disponível, o TaqMan® 
Gene Expression Assays  (Applied Biosystems, Foster City, 
CA), foi utilizado para avaliar genes específicos 
diferencialmente expressos nos ensaios de PCR Arrays  
(SA Biosciences) para todas as amostras. Todas as 
reações foram realizadas em um Sistema de PCR em 
tempo Real ABI 7500FAST (Applied Biosystems) 
utilizando-se o método de fluorescência TaqMan One Step 
RT-PCR Master Mix Reagents  (Applied Bioystems, Foster 
City, CA).  
Foi utilizado 100ng de RNA total para cada reação de 
RT-PCR em um volume total de 25µl de acordo com o 
protocolo do fabricante. As condições de ciclagem foram 
as seguintes: 30s em 48ºC, 10min a 95ºC e 40 ciclos de 
15s de desnaturação a 95ºC e 60s de anelamento a 60ºC.  
Os valores de CT (Threshold Cycle) foram util izados como 
ponto final definido como o número de ciclos de PCR em 
que a fluorescência gerada pela amplificação atravessa o 
limiar. Três repetições por amostra foram executadas para 
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garantir a confiabilidade dos resultados. Para análise dos 
dados foi util izado o método comparativo CT (também 
conhecido como o método 2 -CT (Schmittgen e cols., 
2008) para calcular as quantidades relativas (RQ) da 
expressão gênica entre as amostras. O software 
DataAssistTM desenvolvido para a análise rápida de 
TaqMan ® PCR em tempo real (Applied Biosystems) foi 
utilizado para confirmar os cálculos de dados real izada em 
Microsoft® Office Excel®. 
 
3.5. MÉTODO ESTATÍSTICO 
Para todas as análises, valores de p igual ou menor a 0,05 foi 
considerado significante. 
 
3.5.1 Avaliação da expressão de genes relacionados às células-
tronco 
Após a obtenção dos valores de Cycle treshold (CT) em 
aparelho Real Time 7500 FAST (Figura 7), os resultados foram 
processados em um software baseado na web para arranjos 
catalogados no site da SA Biosciences (a Qiagen company) 
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utilizando-se o RT2 ProfilerPCR Array Data Analysis version 3.5 no 
endereço: 
 (http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php).  
Este programa permite obter, após a inclusão de tabelas do 
Excel contendo os valores de CT para cada um dos grupos em 
estudo (sempre inserir dados do grupo estudo e respectivo 
controle), os seguintes parâmetros: average CT, average delta CT, 
fold change, p value, fold regulation, heat maps, scatter plots e 
clustergram. Como critério de inclusão e para maior fidedignidade e 
confiabilidade dos valores de aumento de expressão gênica, 
utilizamos dados de fold regulation somente com valores de p< 0,05 
e também como critério de inclusão, os valores de CT deveriam ser 
≤34. Além disso, para os resultados de fold regulation, foram 
considerados somente aqueles com valores maior que 2,00 ou 
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Figura 7. Curva representativa da amplificação dos genes nas 








































As células foram testadas quanto à presença de células-
tronco utilizando o marcador AldefluorTM (Anexo 4; Figura 8). 
O tratamento isolado com hCG causou expressão diferencial 
em 17% dos genes da SKBR3, sendo que, destes, 29% estavam 
hiperexpressos e 71% hipoexpressos em relação ao controle. 
Enquanto isso, o tratamento destas células com Ang-(1-7)+hCG 
mudou a expressão de 30% destes mesmos genes. Entretanto, 
56% estavam hiperexpressos e 44% hipoexpressos. 
A análise por MetaCoreTM (Anexo 5), com base na Ontologia do 
Gene (GO) gerou 10 redes de interação intracelular para o 
tratamento com hCG e seis redes de interação para o tratamento 
combinado das células SKBR3. Todas as redes geradas estão 
relacionadas com a regulação da transcrição, vias de sinalização de 
hormônios esteroidais e de fator de crescimento, indução da 
apoptose ou com os processos de morte celular programada, 
regulação do ciclo celular, além de outros processos biológicos.  
Dentre estes genes diferencialmente expressos, destaca-se: 
ESR1, Nr3C1 e Nr2f1 e Nr4A1 (maior que três vezes). A seguir será 
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apresentado cada um dos genes relacionados aos grupos e                        
sub-grupos de receptores nucleares e fatores de transcrição. 
 
4.1. RECEPTORES NUCLEARES 
Quarenta e cinco por cento dos genes relacionados a 
Receptores Nucleares que se apresentaram diferencialmente 




Figura 8. Distribuição porcentual dos genes relacionados ao grupo de Receptores 
Nucleares. RA, Receptor de Andrógeno; RE, Receptor de Estrógeno; RG/AR, Receptor 
de Glicocorticóide e de Ácido Retinóico; RHT/MR, Receptor de Hormônio Tireoidiano 
e Moléculas Relacionadas, RVD/ORN, Receptor Vitamina D e Outros Receptores 









RA RE RG/AR RHT/MR RVD/ORN RHT 
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4.1.1. Receptores de Andrógeno  
A análise da expressão gênica para os Receptores de 
Andrógenos (MED 1, MED4, MED12, MED13, MED14, MED16, 
MED17, MED24 e NR1l3) mostrou que dentre os nove tipos 
analisados, somente para MED13 (Mediator complex subunit 3) 
observou-se expressão diferencial estatisticamente significante                    
(fold regulation= -3,3; p=0,000094****) após tratamento das células 
tumorais mamárias SKBR3 com hCG (Tabela 1). Porém, para               
este mesmo gene, quando s acrescenta Ang- (1-7) ao tratamento 
com hCG não se observa expressão gênica diferencial                 
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Tabela 1. Resultado da análise da avaliação de genes relacionados 
aos Receptores de Andrógenos após tratamento com hCG ou Ang-
(1-7) em células tumorais mamárias SKBR3. 
 
hCG         hCG+A1-7 
 
Fold Regulation p value 
Fold 
Regulation p value 
MED14 1,1800 0,017807* -1,2131 0,042439* 
MED17 1,1949 0,013672* -1,2170 0,041195* 
MED12 -1,3124 0,278416 1,0420 0,925082 
MED4 -1,6799 0,000976* -1,2072 0,045483* 
NR1I3 1,2294 0,003462* 1,6985 0,001202* 
MED1 -1,6784 0,000977* 1,6601 0,002027* 
MED13 -3,3050 0,000094* -1,2023 0,042953* 
MED24 1,1937 0,013714* 1,6551 0,002087* 
MED16 -1,6707 0,184645 1,6563 0,162461 
   *, p significante; resultados em verde: hipoexpressão significativa;  
   resultados  em vermelho: hiperexpressão significativa 
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4.1.2. Receptores de Estrógeno  
 
A análise da expressão gênica para os Receptores de 
Estrógenos (ESR1, ESR2,NCOA6 e PPARGC1B) mostrou que 
dentre os quatro tipos avaliados, somente para ESR1 (Estrogen 
receptor tipo 1) se observou a expressão diferencial 
estatisticamente significante (fold regulation= 6,04; p=0,015*) após 
o tratamento das células tumorais mamárias SKBR3 com hCG 
(Tabela 2) e também após o tratamento com hCG e Ang-(1-7) (fold 
regulation= 5,3 com p= 0,00014***). 
 
Tabela 2. Resultado da análise da avaliação de genes relacionados 
aos Receptores de Estrógenos após o tratamento com hCG ou Ang-
(1-7) em células tumorais mamárias SKBR3. 
 
hCG                  hCG+A1-7 
 
  Fold Regulation p value Fold Regulation p value 
 
ESR1 6,0448 0,015023* 5,2595 0,000138* 
ESR2 -1,6951 0,000841* 1,3093 0,201356 
NCOA6 -1,6735 0,000866* -1,2069 0,044196* 
PPARGC1B 1,5029 0,210138 1,6612 0,001673* 
   *, p significante; resultados em verde: hipoexpressão significativa;  
   resultados  em vermelho: hiperexpressão significativa 
R e s u l t a d o s  | 41 
 
 
4.1.3. Receptores de Glicocorticóides e de Ácido Retinóico  
 
A análise da expressão gênica para os Receptores de 
Glicocorticóides (NCOA6, NR3C1) e de Ácido Retinóico (HMGA1, 
NCOA6, RARA, RARB, RARG, RXRA, RXRB, RXRG) mostrou que 
dentre os 10 tipos estudados, somente para NR3C1 (Nuclear 
receptor subfamily 3, group C, member 1 (glucocorticoid receptor)),, 
HMGA1 (High mobility group AT-hook 1), RARA e RARG (Retinoic 
acid receptor, alpha e Retinoic acid receptor, gamma) observou-se 
expressão diferencial estatisticamente significante  após o 
tratamento com hCG (fold regulation, respectivamente,  igual a                   
-3,327; -3,325; -3,342; 3,106  com p<0,05) e também após a terapia 
com hCG e Ang-(1-7) (fold regulation, respectivamente,  igual a                   
-2,394; -1,893; -1,23; 1,414  com p<0,05) nas células tumorais 
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Tabela 3. Resultado da análise de genes relacionados aos 
Receptores de Glicocorticóides ou de Ácido Retinóico após 









Fold Regulation p value Fold Regulation p value 
NCOA6 -1,6735 0,0009* -1,2069 0,0442* 
NR3C1 -3,3273 0,0001 -2,3935 0,0003* 
HMGA1 -3,3254 0,0001 -1,8934 0,0702 
NCOA6 -1,6735 0,0009 -1,2069 0,0442* 
RARA -3,3415 0,0001 -1,2300 0,0349* 
RARB -1,6632 0,0009 -1,5415 0,0468* 
RARG -3,1061 0,0000 -1,4144 0,0854 
RXRA -1,6772 0,0008 -1,5240 0,0504 
RXRB -1,6616 0,0009 -1,1986 0,0508 
RXRG. 2,3906 0,0000 1,6592 0,0018* 
   *, p significante; resultados em verde: hipoexpressão significativa;  
   resultados  em vermelho: hiperexpressão significativa 




4.1.4 Receptores de Hormônio Tireoidiano e Moléculas 
Relacionadas 
A análise da expressão gênica para os Receptores de 
Hormônio Tireoidiano e Moléculas Relacionadas (MED 1, MED4, 
MED13, MED14, MED17, MED24, MED24, NCOA3, NCOA6, 
NR1I3, NR2F6 e THRA) mostrou que dentre os 12 tipos de genes 
avaliados, o  MED13 (Mediator complex subunit 3), NCOA3  
(Nuclear receptor coactivator 3) e THRA (Thyroid hormone receptor) 
apresentaram expressão diferencial estatisticamente significante 
após o tratamento das células tumorais mamárias SKBR3 com hCG 
(Tabela 4). Porém, para estes genes, quando acrescentou-se               
Ang- (1-7) ao tratamento com hCG somente não foi observado 
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Tabela 4. Resultado da análise da avaliação de genes relacionados 
aos Receptores de Hormônio Tireoidiano e Moléculas Relacionadas 
após tratamento com hCG ou Ang-(1-7) em células tumorais 
mamárias SKBR3.  
     
 
hCG 
Fold Regulation         p value 
hCG+A1-7 
Fold Regulation p value 
MED14 1,1800 0,0178* -1,2131 0,0425* 
 MED17 1,1949 0,0137* -1,2170 0,0412* 
 MED4,  -1,6799 0,0009* -1,2072 0,0455* 
 NCOA3,  -3,3346 0,0001* -2,4060 0,0003* 
NCOA6,  -1,6735 0,0009* -1,2069 0,0441* 
 NR1I3,  1,2294 0,0034* 1,6985 0,0012* 
NR2F6, -1,6746 0,0008* -1,2073 0,0434* 
 MED1,  -1,6784 0,0009* 1,6601 0,0020* 
 THRA, -1,6855 0,0007* -2,4095 0,0003* 
 MED13,  -3,305 0,0001* -1,2023 0,0429* 
 MED24, 1,1937 0,0137* 1,6551 0,0020* 
   *, p significante; resultados em verde: hipoexpressão significativa;  
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4.1.5. Receptores de Vitamina D e Moléculas Relacionadas e 
Outros Receptores Nucleares 
A análise da expressão gênica para os Receptores de 
Vitamina D e Moléculas Relacionadas e Outros Receptores 
Nucleares (MED 1, MED4, MED13, MED17, MED24, MED24, VDR 
e AHR) mostrou que dentre os oito tipos de genes avaliados, 
somente os genes  MED13 (Mediator complex subunit 3) e AHR  
(Aryl hydrocarbon receptor) apresentaram expressão diferencial 
estatisticamente significante após o tratamento das células tumorais 
mamárias SKBR3 com hCG (Tabela 5). Porém, para estes genes, 
quando se acrescentou  Ang- (1-7) ao tratamento com hCG 
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Tabela 5. Resultado da análise da avaliação de genes relacionados 
a Receptores de Vitamina D e Moléculas Relacionadas e Outros 
Receptores Nucleares após tratamento com hCG ou Ang-(1-7) em 
células tumorais mamárias SKBR3.  
  
hCG 
Fold Regulation p value 
 
hCG+A1-7 
Fold Regulation p value 
MED14   1,1800 0,0178* -1,2131 0,0424* 
MED17 1,1949 0,0137* -1,2170 0,0412* 
MED4  -1,6799 0,0009* -1,2072 0,0455* 
MED1  -1,6784 0,0009* 1,6601 0,0020* 
MED13 -3,3050 0,0001* -1,2023 0,0429* 
MED24 1,1937 0,0137* 1,6551 0,0021* 
VDR -1,6912 0,0009* -1,2066 0,0462* 
AHR -1,6609 0,0009* -2,4167 0,0003* 
   *, p significante; resultados em verde: hipoexpressão significativa;  
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4.1.6. Receptores de Hormônio Esteroidiano 
 
A análise da expressão gênica para os Receptores de Hormônio 
esteoidiano (ESRRA, NR1H2, NR2F6, NR6A1, PPARA, RRARB, 
RXRG, VDR, ESRRB, NROB2, NR1D2, NR2C1, NR2C2, NR2F1, 
NR2F2, NR3C3, NR4A1) mostrou que dentre os 17 tipos de genes 
avaliados, os oito genes primeiramente citados não apresentaram 
diferença de expressão gênica. Porém, os nove últimos genes 
demonstraram diferença significante (Tabela 6), sendo que seis 
destes genes tiveram esta diferença somente após o tratamento 
com hCG.  
Os genes NR2F2 e THRA apresentaram diferença na 
expressão após o tratamento com hCG; e, os genes NR2F1, 
NR4FA1 e RORA foram diferencialmente expressos quando se 
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Tabela 6. Resultado da análise da avaliação de genes relacionados 
aos Receptores de Hormônio Esteoidicos após o tratamento com 


















ESRRA -1,6838 0,0008* 1,6555 0,0018* 
 ESRRB 2,4579 0,0000* 1,6217 0,0014* 
 NR0B2 2,3814 0,0000* 1,6515 0,0017* 
 NR1D2  -1,6968 0,0008* -2,4123 0,0003* 
 NR1H2  -1,6607 0,0008* 1,6611 0,0019* 
NR2C1 -3,3273 0,0007* -2,3940 0,0387* 
NR2C2  -3,3461 0,0009* -1,2168 0,0003* 
NR2F1 -2,6680 0,0046* -4,8140 0,0001* 
 NR2F2  -1,6760 0,0009* -2,4032 0,0003* 
 NR2F6  -1,6746 0,0008* -1,2073 0,0434* 
NR3C2 -3,3461 0,0001* -1,2168 0,0411* 
NR4A1  3,8222 0,0002* 10,5100 0,0000* 
NR5A1 2,3347 0,0000* 1,6204 0,0014* 
NR6A1 -1,6752 0,0009* -1,2187 0,0389* 
PPARA -1,6401 0,0005* -1,1817 0,0442* 
RARA  -3,3415 0,0001* -1,2300 0,0349* 
RARB  -1,6632 0,0009* -1,5415 0,0469* 
RORA -3,2885 0,0001* -2,3702 0,0003* 
 RXRG  2,3906 0,0000* 1,6592 0,0018* 
 THRA  -1,6855 0,0007* -2,4095 0,0003* 
 VDR -1,6912 0,0009* -1,2066 0,0462* 
 
        
              *, p significante; resultados em verde: hipoexpressão significativa;  
                resultados  em vermelho: hiperexpressão significativa 
R e s u l t a d o s  | 49 
 
4.2. FATORES DE TRANSCRIÇÃO E OUTROS REGULADORES 
Cinquenta e quatro por cento dos genes relacionados a 
Fatores de Transcrição e Outros Reguladores que se apresentaram 
diferencialmente expressos pertenciam ao subgrupo de 
Reguladores Negativos da Transcrição & Outros Fatores de 
Transcrição e Reguladores. 
 
 
Figura 9. Distribuição porcentual dos genes relacionados ao grupo de Fatores de 
Transcrição e Outros Reguladores. CATRDL/RPT, Coativadores da Transcrição de 
Receptores Dependentes de Ligantes & Reguladores Positivos da Transcrição; 
RNT/OFTR, Reguladores Negativos da Transcrição & Reguladores Negativos da 
Transcrição & Outros Fatores de Transcrição e Reguladores; ADAH/OMMC, 







CATRDL/RPT RNT/OFTR ADAH/OMMC 
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4.2.1. Coativadores da Transcrição de Receptores Dependentes 
de Ligantes e Reguladores Positivos da Transcrição 
 
  No grupo de genes relacionados a Fatores de Transcrição e 
outros Reguladores, a análise da expressão gênica para os 
Coativadores da Transcrição de Receptores Dependentes de 
Ligantes & Reguladores Positivos da Transcrição (MED1, MED4, 
MED7, MED14, MED24, NCOI6, PPARGC1A, KAT5, NCOA1, 
NCOA2, NR1F3, NR1P1,  MED13, NCOA3, NR2C2, NR2F2, 
NR5A1, PSMC3, RARA) mostrou que dentre os 19 tipos de genes 
avaliados, os 12 genes primeiramente citados não apresentaram 
diferença de expressão gênica. Porém, os sete últimos genes 
tiveram diferença significante (Tabela 7), sendo que três destes 
genes manifestaram esta diferença somente após o tratamento com 
hCG (MED13, NR2C2, RARA); e, somente após Ang-(1-7) 
(NR2CR2); e, três deles apresentaram diferença na expressão após 
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Tabela 7. Resultado da análise da avaliação de genes 
relacionados aos Coativadores da Transcrição de Receptores 
Dependentes de Ligantes & Reguladores Positivos da 
Transcrição após tratamento com hCG ou Ang-(1-7) em células 



























*, p significante; resultados em verde: hipoexpressão significativa;  















MED14 1,1800 0,0178* -1,2131 0,0424* 
 MED17 1,1949 0,0137* -1,2170 0,0412* 
MED4  -1,6799 0,0009* -1,2072 0,0455* 
NCOA6 -1,6735 0,0009* -1,2069 0,0442* 
MED1  -1,6784 0,0010* 1,6601 0,0020* 
PPARGC1A  1,1990 0,0109* 1,6640 0,0017* 
 MED13  -3,3050 0,0001* -1,2023 0,0429* 
 MED24 1,1937 0,0137* 1,6551 0,0021* 
 KAT5  -1,6794 0,0009* 1,6532 0,0018* 
 NCOA1 -1,6697 0,0006* -1,2030 0,0349* 
 NCOA2 -1,6814 0,0009* -1,2094 0,0422* 
 NCOA3 -3,3346 0,0001* -2,4060 0,0003* 
 NR1I3 1,2294 0,0035* 1,6985 0,0012* 
 NR2C2  -1,6705 0,0009* -2,4085 0,0003* 
 NR2F1 -2,6680 0,0046* -4,8140 0,0001* 
 NR5A1 2,3347 0,0000* 1,6204 0,0014* 
NRIP1  1,1963 0,01388* -1,2064 0,0462* 
PSMC3 2,3834 0,0000* 3,3079 0,0001* 
 RARA  -3,3415 0,0001* -1,2300 0,0349* 
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4.2.2. Reguladores Negativos da Transcrição & Outros Fatores 
de Transcrição e Reguladores 
 
   No grupo de genes relacionados como Fatores de Transcrição 
e outros Reguladores, a análise da expressão gênica para os 
Reguladores Negativos da Transcrição & Outros Fatores de 
Transcrição e Reguladores (COPS2, HDAC1, HDAC3, HDAC4, 
HDAC7, NCOR1, NCOR2, ESRRA, ITGB3BP, NR1H2, NR1H4, 
NR2F6, NR6A1, PPARA, RARB, VDR, HDAC6, NR0B1, NR0B2, 
ESRRB, NR3C1, RXRG, NR2F2, THRA, NR1D2, PSMC3, 
PSMC5, NR2C1, NR3C2, NR4A1, RORA) mostrou que dentre 
os 32 genes avaliados, os 16 genes primeiramente citados não 
apresentaram diferença de expressão gênica. Porém, os 16 
últimos genes tiveram diferença significante (Tabela 8), sendo 
que seis destes genes mostraram esta diferença somente após 
o tratamento com hCG (HDAC6, NR0B1, NR0B2, ESRRB, 
NR3C1, RXRG,); e, somente três deles após Ang-(1-7) (NR2F2, 
THRA, NR1D2); e, sete deles apresentaram diferença na 
expressão após os dois tratamentos (PSMC3, PSMC5, NR2C1, 
NR3C2, NR4A1, RORA) (Tabela 8). 
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Tabela 8. Resultado da análise da avaliação de genes 
relacionados  aos Reguladores Negativos da Transcrição & 
Outros Fatores de Transcrição e Reguladores após tratamento 














COPS2,  -1,6137 0,0002 -1,1667 0,0438 
HDAC4, -1,6813 0,0009 -1,2085 0,0469 
 HDAC6,  -3,3424 0,0001 -1,2024 0,0473 
 HDAC7, 1,1944 0,0143 1,6516 0,0019 
 NCOR1, -1,6887 0,0009 -1,2046 0,0469 
 NCOR2, 1,1931 0,0130 1,6487 0,0017 
 NR0B2, 2,3814 0,0000 1,6515 0,0016 
 NR2F2,  -1,6760 0,0009 -2,4032 0,0003 
PSMC3,  2,3834 0,0000 3,3079 0,0001 
PSMC5, 2,4030 0,0000 3,3324 0,0001 
 THRA, -1,6855 0,0007 -2,4095 0,0003 
 ESR1 6,0448 0,0150 5,2595 0,0001 
 ESRRA, -1,6838 0,0007 1,6555 0,0018 
 ESRRB,  2,4579 0,0000 1,6217 0,0014 
 HDAC1 1,1939 0,0137 1,6604 0,00179 
 HDAC3, 1,1901 0,0135 -1,1985 0,0485 
 ITGB3BP, 1,2083 0,0096 1,6581 0,0016 
NR0B1,  2,3906 0,0000 1,6592 0,0018 
 NR1D2,  -1,6968 0,0008 -2,4123 0,0003 
NR1H2,  -1,6607 0,0008 1,6611 0,0019 
 NR1H4,  1,1996 0,0000 -1,2088 0,0003 
 NR2C1,  2,3906 0,0007 1,7267 0,0387 
 NR2F6, -1,6746 0,0008 -1,2073 0,0434 
 NR3C1, -3,3273 0,0000 -2,3935 0,0002 
 NR3C2, -3,3461 0,0000 -1,2168 0,0411 
 NR4A1, 3,8222 0,0002 10,5113 0,000 
NR6A1,  -1,6752 0,0009 -1,2187 0,0389 
 PPARA, -1,6401 0,0005 -1,1817 0,0441 
 RARB,  -1,6632 0,0009 -1,5415 0,0468 
 RORA,  -3,2885 0,0001 -2,3702 0,0002 
RXRG, 2,3906 0,0000 1,6592 0,0018 
VDR -1,6912 0,0009 -1,2066 0,0462 
          *, p significante; resultados em verde: hipoexpressão significativa;  
           resultados  em vermelho: hiperexpressão significativa 
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4.2.3. Acetiladores e deacetiladores de Histonas & Outras 
Moléculas Modificadoras da Cromatina  
 A análise da expressão gênica para os acetiladores e 
deacetiladores de Histonas & Outras Moléculas Modificadoras 
da Cromatina (KAT5, NCOA1, HDA1, HDAC3, HDAC4, HDAC7, 
HDAC6, NCOA3, ESR1, DDX5) mostrou que dentre os 11 genes 
avaliados, os seis genes primeiramente citados não 
apresentaram diferença de expressão gênica. Porém, os quatro 
últimos genes tiveram diferença significante (Tabela 9), sendo 
que um gene apresentou esta diferença somente após o 
tratamento com hCG (HDAC6);  e, dois deles após Ang-(1-7) 
(NCOA3, ESR1); e, somente um apresentou diferença na 
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Tabela 9. Resultado da análise da avaliação de genes relacionados 
aos Acetiladores e deacetiladores de Histonas e Outras Moléculas 
Modificadoras de Cromatina após o tratamento com hCG ou           
Ang-(1-7) em células tumorais mamárias SKBR3.  
 
 





 p value 
hCG+Ang-(1-7) 
Fold Regulation 
 p value 
KAT5 -1,6794 0,0009* 1,6532 0,0017 
NCOA1 -1,6697 0,0006* -1,2030 0,0349* 
NCOA3 -3,3346 0,0001* -2,4060 0,0003* 
HDAC1 1,1939 0,0137* 1,6604 0,0018* 
HDAC3 1,1901 0,0135* -1,1985 0,0485* 
 
HDAC4  -1,6813 0,0009* -1,2085 0,0469* 
HDAC6  -3,3424 0,0001* -1,2024 0,0473* 
 
HDAC7 1,1944 0,0143* 1,6516 0,0019* 
ESR1 6,0448 0,0150* 5,2595 0,0001* 
NCOA6  -1,6735 0,0009* -1,2069 0,0442* 
 DDX5 -1,6513 0,0009* -2,3708 0,0003* 


































Este trabalho analisou a expressão diferencial de alguns 
genes pertencentes ao grupo de receptores nucleares. O gene 
MED13 ou TRAP240 (mediator complex subunit 13) comumente 
parece estar amplificado em tumores de mama e talvez contribua 
para a maior agressividade clínica. 79 Em nosso estudo pode-se 
verificar que este gene está hipoexpresso após o tratamento com o 
hCG, o que indica que provavelmente este hormônio reduz a 
agressividade da linhagem tumoral mamária SKBR3. O nível de 
RNAm do gene ESR1 (estrogen receptor 1) está hiper-regulado em 
tumores ER-positivo. 80 A linhagem tumoral ER-negativa SKBR3 
(100% células-tronco), conhecida por sua agressividade, mimetiza 
os tumores triplo-negativos, apresentou após o tratamento com 
hCG e Ang-(1-7), aumento na expressão do gene ESR1. Já que 
esta expressão não é esperada nestes tipos tumorais, pode-se 
inferir que o tratamento com estes hormônios induziu a uma 
mudança de fenótipo e de agressividade. A expressão aumentada 
do gene NR3C1 (nuclear receptor subfamily 3, group C, member 1; 
glucocorticoid receptor) foi associada à menor sobrevida livre de 
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recidiva em pacientes ER negativo em estágios iniciais, portanto 
este gene quando hiperexpresso está associado à piora da 
paciente. 81 
O nosso estudo mostra que nas linhagens ER-negativo, o 
NR3C1 está com a expressão diminuída, o que corrobora com os 
achados destes autores. O nocaute do gene HMGA1 (high mobility 
group AT-hook 1) reduz o potencial metastático de células tumorais 
MDA-MB-231 in vivo. 82 Portanto a diminuição de expressão do 
gene HMGA1, em nossos achados, sugere que provavelmente o 
hCG poderia estar atuando de forma a também reduzir a 
metastatização nesta linhagem celular.  
O nível elevado do gene RARA (retinoic acid receptor, alpha) 
parece estar envolvido com o aumento da resistência ao 
tamoxifeno. 83 Este efeito também ocorre para o outro tipo de 
receptor de ácido retinóico, o gama (RARG). 84 Portanto, a 
diminuição destes genes em nossos achados, mostra que o hCG 
poderia reverter a resistência ao tamoxifeno causada pelo aumento 
da expressão destes receptores.  
O gene NCOA3 (nuclear receptor coactivator 3), também 
conhecido como SRC3, é um coativador que promove a atividade 
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transcripcional do receptor do estrógeno Er-α; e é conhecido por 
estar amplificado no câncer mamário. 88 
Quanto à expressão diferencial de genes relacionados aos 
hormônios esteroídicos, verificou-se que os genes NR2C1, NR2C2, 
NR3C2, NR4A1 e NR5A1, que são um grupo de receptores 
nucleares dos grupos A e C tiveram, respectivamente, expressão 
diferencial aumentada e diminuída. A família de genes relacionados 
ao grupo A parece estar envolvido com a morte celular 
programada.89 Neste caso, o aumento destes genes também 
parece ser protetor nestas linhagens. Então, o tratamento com o 
hCG levaria ao aumento de expressão destes genes, acarretando 
também aumento da morte destas células. Os genes do grupo C 
estão relacionados com pior prognóstico em pacientes com câncer 
de mama. 25 Assim, a diminuição na expressão destes genes, em 
nosso estudo, sugerem que o tratamento com o hCG poderia ser 
protetor contra o câncer de mama. 
Além dos genes acima discutidos, outros também que 
mostraram expressão diferencial, ou seja, hiperexpressos (fold 
regulation acima de 2,0) ou hipoexpressos (fold regulation menor 
que 2,0) foram: AHR, DDX5, ESRRB, HDAC6, NR0B1, NR0B2, 
NR2F1, PSMC3, PSMC5, RXRG, RORA e THRA. 
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AHR (aryl hydrocarbon receptor) codifica um fator de 
transcrição ativado por ligante envolvido na regulação das 
respostas biológicas a hidrocarbonetos aromáticos planares.90                 
O nocaute deste gene, ou seja, a não expressão, reduz o 
crescimento tumoral e a metástase em células tumorais mamárias 
MDA-MB-231.91 Nossos resultados mostraram diminuição na 
expressão deste gene após o tratamento com hCG combinado à 
Ang-(1-7), portanto, este tratamento parece ser efetivo contra o 
câncer. 
DDX5 (DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box helicase 5) são proteínas 
de morte caracterizada pelo motif conservado Asp-Glu-Ala-Asp 
(DEAD), são helicases de RNA putativas. Estão relacionadas ao 
crescimento e à divisão celular.92  Além disto, regulam a replicação 
do DNA e são requeridas para a proliferação celular em algumas 
linhagens de tumor mamário.93 Nossos resultados mostraram 
diminuição na expressão deste gene após o tratamento com hCG 
combinado à Ang-(1-7), portanto, este tratamento parece ser efetivo 
contra o câncer. 
ESRRB (estrogen-related receptor beta) codifica uma proteína 
com similaridade ao receptor de estrógeno. A sua função é 
desconhecida, no entanto, uma proteína semelhante em rato 
 D i s c u s s ã o  | 61 
 
desempenha um papel essencial no desenvolvimento da placenta.94 
Além disso, os ERRs podem ativamente influenciar a resposta 
estrogênica, sugerindo que a modulação da atividade farmacológica 
de ERR pose ser clinicamente útil para prevenir e/ou tratar uma 
variedade de condições relacionadas com a saúde das mulheres.95 
Nossos resultados mostraram aumento na expressão deste gene 
após o tratamento com hCG, portanto, este tratamento parece ser 
efetivo contra o câncer, já que com isto aumentam as possibilidades 
de se tratar tumores mais agressivos que não expressam o receptor 
de estrogênio. 
HDAC6 (histone deacetylase 6) codifica para uma proteína 
que possui atividade de desacetilase de histona e reprime a 
transcrição. As histonas, por sua vez, desempenham um papel 
crítico na regulação da transcrição, na progressão do ciclo celular, e 
em eventos de desenvolvimento.96 O aumento da expressão desta 
proteína aumenta a tumorigênese em linhagens tumorais mamárias 
negativas para o receptor de estrógeno.97 Nossos resultados 
mostraram diminuição na expressão deste gene após o tratamento 
com hCG, portanto, este tratamento parece ser efetivo contra o 
câncer. 
 D i s c u s s ã o  | 62 
 
NR0B1 ou DAX1 (nuclear receptor subfamily 0, group B, 
member 1) codifica uma proteína que contém um domínio de 
ligação de DNA. A proteína codificada atua como um regulador 
dominante negativo da transcrição que é mediada pelo receptor do 
ácido retinoico).98 Estudos demonstraram que o aumento da 
expressão deste gene em tumor mamário está associado com 
excelente sobrevida.99 Nossos resultados mostraram aumento na 
expressão deste gene após o tratamento com hCG, portanto, este 
tratamento parece ser efetivo contra o câncer. 
NR0B2 ou SHP (nuclear receptor subfamily 0, group B, 
member 2) codifica uma proteína que é um receptor órfão incomum 
que contém um domínio de ligação ao ligante putativo, mas não tem 
um domínio de ligação convencional ao DNA.100  Além disto, em 
carcinoma hepatocelular a expressão deste gene mostrou-se 
diminuída.101 Nossos resultados mostraram aumento na expressão 
deste gene após o tratamento com hCG, portanto, este tratamento 
parece ser efetivo contra o câncer. 
NR2F1 (nuclear receptor subfamily 2, group F, member 1) 
modula a sinalização do estrogênio e influencia a proliferação, a 
sobrevivência e a migração de células de câncer de mama.102-103 
Nossos resultados mostraram diminuída expressão deste gene 
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após o tratamento com hCG e após o tratamento combinado com 
Ang-(1-7), portanto, estes tratamentos parecem ser efetivo contra o 
câncer. 
PSMC3 ou TBP1 (proteasome (prosome, macropain) 26S 
subunit, ATPase, 3) é um complexo de proteinase multicatalítica 
com uma estrutura altamente ordenada composto por dois 
complexos, um núcleo 20 e um regulador de 19S.104 A 
superexpressão de TBP1 diminui a proliferação celular, reduz da 
capacidade das células progenitoras em formar colônias, in vitro, e 
quase completamente inibe a eficiência de transformação em ratos 
atímicos quando expresso de forma estável em células de tumores 
humanos que contêm receptores da família ErbB.105 Nossos 
resultados mostraram aumento da expressão deste gene após o 
tratamento com hCG, portanto, estes tratamentos parecem ser 
efetivo contra o câncer. 
PSMC5 (proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, 
ATPase, 5) é um complexo de proteinase multicatalítica com uma 
estrutura altamente ordenada composto por dois complexos, um 
núcleo 20 e um regulador de 19S.106 O aumento da expressão deste 
gene induz apoptose.107 Nossos resultados mostraram aumento da 
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expressão deste gene após o tratamento com hCG e, portanto, 
estes tratamentos parecem ser efetivo contra o câncer.  
RXRG (retinoid X receptor, gamma) que codifica um membro 
do receptor X retinoico (RXR), que é uma família de receptores 
nucleares envolvidos na mediação de efeitos antiproliferativos do 
ácido retinoico (AR).108 Além disto, sabe-se que o aumento da 
expressão inibe a proliferação celular e a invasibilidade de células 
de câncer de cólon.109 Nossos resultados mostraram aumento na 
expressão deste gene após o tratamento com hCG e também com 
hCG combinado à Ang-(1-7), portanto, este tratamento parece ser 
efetivo contra o câncer.  
 RORA (RAR-related orphan receptor A) codifica uma proteína 
que é um membro da subfamília NR1 de receptores hormonais 
nucleares.110 Este gene é superexpresso em linhagens tumorais 
mamária MCF-7.111 Nossos resultados mostraram diminuição na 
expressão deste gene após o tratamento com hCG e também com 
hCG combinado à Ang-(1-7), portanto, este tratamento parece ser 
efetivo contra o câncer.  
THRA (thyroid hormone receptor, alph) codifica um receptor 
de hormônio nuclear para a triiodotironina. 112 Além disto, este gene 
possui importante função na tumorigênese. 113 Nossos resultados 
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mostraram diminuição na expressão deste gene após o tratamento 
com hCG combinado à Ang-(1-7), logo, este tratamento parece ser 
efetivo contra o câncer. 
Portanto, os dados aqui apresentados corroboram com os da 
literatura e comprovam ser o hCG, sozinho ou em combinação com 
a Ang(1-7), forte candidato para inibição da progressão de tumores 
ER negativos representados pelo modelo tumoral mamário SKBR3. 


























6.1 CONCLUSÕES GERAIS 
 O tratamento isolado com hCG causou expressão diferencial 
em 17% dos genes da SKBR3, sendo que, destes,                      
29% estavam hiperexpressos e 71% hipoexpressos em 
relação ao controle; 
 O tratamento destas células com hCG + Ang-(1-7) mudou a 
expressão de 30% destes mesmos genes. Entretanto,                  
56% estavam hiperexpressos e 44% hipoexpressos; 
 O tratamento com hCG foi efetivo nestas células e mostrou 
ser viável como inibidor dos efeitos agressivos típicos da 
linhagem tumoral mamária SKBR3. 
 O hCG foi efetivo em seus efeitos e a Ang-(1-7) não anulou a 
ação do hCG, porém houve apenas uma sutil diminuição 
destes efeitos pela adição do peptídeo de angiotensina. 
 O tratamento simultâneo com a Ang-(1-7), em alguns casos, 
parece potenciar o efeito produzido pelo hCG. 
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6.1 CONCLUSÕES ESPECÍFICAS 
 
 
 Receptores Nucleares: Quarenta e cinco por cento dos 
genes relacionados a este grupo que se apresentaram 
diferencialmente expressos pertenciam ao subgrupo de 
Receptores de Hormônios Tireoidianos. 
 
 Fatores de Transcrição e Outros Reguladores: Cinquenta e 
quatro por cento dos genes relacionados a este grupo que se 
apresentaram diferencialmente expressos pertenciam ao 
subgrupo de Reguladores Negativos da Transcrição & Outros 
Fatores de Transcrição e Reguladores. 
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ANEXO 2. Comitê de Ética em Pesquisa 
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O kit ALDEFLUOR foi utilizado para testar as células SKBR3 
quanto à presença de células tronco mamárias. Os experimentos 
foram realizados por citometria de fluxo (GUAVA) nas linhagens 
celulares de câncer de mama SKBR3 (Figura 6). Na figura podemos 
verificar a existência de uma população diferenciada na região 2 
(R2) que é a população ALDH positiva ou tronco.  
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Redes construídas e selecionadas a partir de experimentos ativos 
O conteúdo de genes dos arquivos enviados é usado como a lista de entrada 
para a geração de redes biológicas usando o Modelo de caminhos canônicos 
para o algoritmo de conjunto de dados com as configurações padrão. Esta é 
uma variante do algoritmo de caminhos mais curtos com os principais 
parâmetros de: 1) enriquecimento em relação aos dados enviados e 2) 
saturação relativa de redes com percursos canônicos. Estas redes são 
construídas em tempo real e única para os dados carregados. Neste fluxo de 
trabalho as redes são priorizadas com base no número de fragmentos de vias 
canónicas da rede. 
 




A seguir são representadas as 10 redes obtidas a partir de genes 
diferencialmente expressos após o tratamento somente com hCG por meio do 
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Rede número 1: ERR2, CDX2, NODAL, Oct-3/4, SMAD3 
 
 
As linhas ciano grossas indicam os fragmentos de caminhos canônicos. Genes 
Hiperregulados são marcados com círculos vermelhos; genes Hiporegulados 
são marcados com círculos azuis. A cor 'tabuleiro de xadrez' indica expressão 
mista para o gene entre arquivos ou entre várias marcas para o mesmo gene. 
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Rede número 2: PPCKC, G6PT, CPT-1A, CD36, CYP7A1 
 
 
As linhas ciano grossas indicam os fragmentos de caminhos canônicos. Genes 
Hiperregulados são marcados com círculos vermelhos; genes Hiporegulados 
são marcados com círculos azuis. A cor 'tabuleiro de xadrez' indica expressão 
mista para o gene entre arquivos ou entre várias marcas para o mesmo gene. 
 
A n e x o s  | 105 
 
 
Rede número 3: DAX1, NF-kB1 (p50), DLC1 (Dynein LC8a), ESR1 (nuclear), 
SF1. 
 
As linhas ciano grossas indicam os fragmentos de caminhos canônicos. Genes 
Hiperregulados são marcados com círculos vermelhos; genes Hiporegulados 
são marcados com círculos azuis. A cor 'tabuleiro de xadrez' indica expressão 
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Rede número 4: PU.1, SPEF1, CBP, BMP7, BMP2. 
 
As linhas ciano grossas indicam os fragmentos de caminhos canônicos. Genes 
Hiperregulados são marcados com círculos vermelhos; genes Hiporegulados 
são marcados com círculos azuis. A cor 'tabuleiro de xadrez' indica expressão 
mista para o gene entre arquivos ou entre várias marcas para o mesmo gene. 
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Rede número 5: COUP-TFII, ERK1/2, TIE2, Survivin, GCR-alpha. 
 
 
As linhas ciano grossas indicam os fragmentos de caminhos canônicos. Genes 
Hiperregulados são marcados com círculos vermelhos; genes Hiporegulados 
são marcados com círculos azuis. A cor 'tabuleiro de xadrez' indica expressão 
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Rede número 6: ERR3, SHP, A-FABP, Leptin, SCD. 
 
As linhas ciano grossas indicam os fragmentos de caminhos canônicos. Genes 
Hiperregulados são marcados com círculos vermelhos; genes Hiporegulados 
são marcados com círculos azuis. A cor 'tabuleiro de xadrez' indica expressão 
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Rede número 7: COUP-TFI, PDGF-A, FasL(TNFSF6), EGF, GRB2. 
 
 
As linhas ciano grossas indicam os fragmentos de caminhos canônicos. Genes 
Hiperregulados são marcados com círculos vermelhos; genes Hiporegulados 
são marcados com círculos azuis. A cor 'tabuleiro de xadrez' indica expressão 
mista para o gene entre arquivos ou entre várias marcas para o mesmo gene. 
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As linhas ciano grossas indicam os fragmentos de caminhos canônicos. Genes 
Hiperregulados são marcados com círculos vermelhos; genes Hiporegulados 
são marcados com círculos azuis. A cor 'tabuleiro de xadrez' indica expressão 
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Rede número 9: Cytochrome c, Oxidized thioredoxin, Estradiol cytoplasm, 
Estradiol extracellular region, ESR1 (mitochondrial). 
 
 
As linhas ciano grossas indicam os fragmentos de caminhos canônicos. Genes 
Hiperregulados são marcados com círculos vermelhos; genes Hiporegulados 
são marcados com círculos azuis. A cor 'tabuleiro de xadrez' indica expressão 
mista para o gene entre arquivos ou entre várias marcas para o mesmo gene. 
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As linhas ciano grossas indicam os fragmentos de caminhos canônicos. Genes 
Hiperregulados são marcados com círculos vermelhos; genes Hiporegulados 
são marcados com círculos azuis. A cor 'tabuleiro de xadrez' indica expressão 
mista para o gene entre arquivos ou entre várias marcas para o mesmo gene. 
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Redes construídas e selecionadas a partir de experimentos ativos 
O conteúdo de genes dos arquivos enviados é usado como a lista de entrada 
para a geração de redes biológicas usando o Modelo de caminhos canônicos 
para o algoritmo de conjunto de dados com as configurações padrão. Esta é 
uma variante do algoritmo de caminhos mais curtos com os principais 
parâmetros de: 1) enriquecimento em relação aos dados enviados e 2) 
saturação relativa de redes com percursos canônicos. Estas redes são 
construídas em tempo real e única para os dados carregados. Neste fluxo de 
trabalho as redes são priorizadas com base no número de fragmentos de vias 
canónicas da rede. 




A seguir são representadas as seis redes obtidas a partir de genes 
diferencialmente expressos após o tratamento concomitante com hCG e Ang-
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Rede número 1: c-Myc, Cyclin D1, Bcl-XL, NF-kB1 (p50), MMP-2. 
 
 
As linhas ciano grossas indicam os fragmentos de caminhos canônicos. Genes 
Hiperregulados são marcados com círculos vermelhos; genes Hiporegulados 
são marcados com círculos azuis. A cor 'tabuleiro de xadrez' indica expressão 
mista para o gene entre arquivos ou entre várias marcas para o mesmo gene. 
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Rede número 2: E2F1, TCF7L2 (TCF4), 4E-BP1, DIO1, 4E-BP2. 
 
 
As linhas ciano grossas indicam os fragmentos de caminhos canônicos. Genes 
Hiperregulados são marcados com círculos vermelhos; genes Hiporegulados 
são marcados com círculos azuis. A cor 'tabuleiro de xadrez' indica expressão 
mista para o gene entre arquivos ou entre várias marcas para o mesmo gene. 
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Rede número 3: ACOX1, SP7, CBP, Testosterone intracellular, NK31. 
 
 
As linhas ciano grossas indicam os fragmentos de caminhos canônicos. Genes 
Hiperregulados são marcados com círculos vermelhos; genes Hiporegulados 
são marcados com círculos azuis. A cor 'tabuleiro de xadrez' indica expressão 
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As linhas ciano grossas indicam os fragmentos de caminhos canônicos. Genes 
Hiperregulados são marcados com círculos vermelhos; genes Hiporegulados 
são marcados com círculos azuis. A cor 'tabuleiro de xadrez' indica expressão 
mista para o gene entre arquivos ou entre várias marcas para o mesmo gene. 
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Rede número 5: Cytochrome c, Oxidized thioredoxin, Estradiol cytoplasm, 




As linhas ciano grossas indicam os fragmentos de caminhos canônicos. Genes 
Hiperregulados são marcados com círculos vermelhos; genes Hiporegulados 
são marcados com círculos azuis. A cor 'tabuleiro de xadrez' indica expressão 
mista para o gene entre arquivos ou entre várias marcas para o mesmo gene. 
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As linhas ciano grossas indicam os fragmentos de caminhos canônicos. Genes 
Hiperregulados são marcados com círculos vermelhos; genes Hiporegulados 
são marcados com círculos azuis. A cor 'tabuleiro de xadrez' indica expressão 
mista para o gene entre arquivos ou entre várias marcas para o mesmo gene. 
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